Polimorfismos dos genes MBL2 e MASP2 na febre reumatica by Schafranski, Marcelo Derbli
 
 



























Dissertação apresentada como requisito 
parcial à obtenção do grau de Doutor, pelo 
Curso de Pós-graduação em Medicina 
Interna, do Setor de Ciências da Saúde da 
Universidade Federal do Paraná 
 
Orientadora: Profa. Dra. Iara José Messias-
Reason 

































































































Ao meu avô, Jorge Abdala Derbli, in memorian, 










À Profa. Iara José Messias-Reason, orientadora desta tese, pessoa por quem cultivo 
grande respeito e admiração, pela amizade e pela paciência. O seu amplo 
conhecimento e espírito crítico foram essenciais para o desenvolvimento deste 
trabalho; 
  
À Profa. Lílian Pereira-Ferrari, co-orientadora desta tese, pela colaboração essencial  
no desenvolvimento da parte laboratorial da tese e pela orientação fundamental 
da parte de Métodos; 
  
À Daniela Scherner, pela colaboração na realização da parte laboratorial da tese; 
  
À Profa. Rudi Steffensen, pelo auxílio na realização das genotipagens utilizando-se 
a PCR em tempo real; 
  
Aos Profs. Drs. Arnaldo Stier e Renato Torres, por nos receber em seus ambulatórios, 
onde pudemos selecionar os pacientes para a pesquisa; 
  
Ao Dr. Alessandro Nogueira, pelo auxílio na formatação de figuras e por 
importantes sugestões diversas; 
  
À Simone Ribeiro Furian, pela organização nos agendamentos telefônicos das 
entrevistas e coletas de sangue dos paciente; 
  
Aos  Meus pais, Márcia e Jonas, pelo apoio irrestrito em todos os momentos, e por 
valorizarem o bem precioso que é a Educação; 
  
Aos  Meus irmãos, Sílvia e Murilo, pessoas que tornam o viver mais agradável; 
  
À Minha esposa, Anna Paula, pela paciência, amor e companheirismo em todos os 
momentos; 
  
Ao Dr. José Gastão Rocha de Carvalho, pelo apoio e confiança 
  
Ao  Hospital de Clínicas da UFPR, instituição sólida e à qual devemos grande parte 
de nosso conhecimento como Médico;  
  













































“Uma jornada de duzentos quilômetros começa 







LISTA DE FIGURAS..........................................................................................                                    x
LISTA DE QUADROS........................................................................................ xii 
LISTA DE TABELAS......................................................................................... xiii 
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS........................................................ xv 
RESUMO.............................................................................................................. 1 
ABSTRACT......................................................................................................... 2 
1 INTRODUÇÃO...................................................................................... 3 
2 OBJETIVOS........................................................................................... 5 
2.1 OBJETIVO GERAL................................................................................. 5 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS................................................................... 5 
3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA.............................................................. 6 
3.1 SISTEMA COMPLEMENTO................................................................. 6 
3.1.1 Associação do complemento com doenças.............................................. 11 




3.2.1 Generalidades........................................................................................... 13 
3.2.2 Estrutura molecular.................................................................................. 14 
3.2.3 Genética da MBL..................................................................................... 16 
3.2.4 Funções da proteína MBL....................................................................... 22 
3.2.4.1 Ativação de complemento........................................................................ 22 
3.2.4.2 Opsonização e ativação da fagocitose...................................................... 22 
3.2.4.3 Modulação da resposta inflamatória......................................................... 23 
3.2.5 Interações da MBL com células do hospedeiro........................................ 27 
3.2.6 Deficiência de MBL................................................................................. 27 
3.2.7 MBL e infecções...................................................................................... 28 
3.2.8 MBL e outras doenças.............................................................................. 29 
3.3 SERINA PROTEASE-2 ASSOCIADA À MBL (MASP-2)…………... 31 
 vii 
3.3.1 Genética e estrutura.................................................................................. 32 
3.3.2 Interação MASPs/MBL............................................................................ 34 
3.3.3 Mutações e Associações com Doenças.................................................... 34 
3.4 FEBRE REUMÁTICA (FR).................................................................... 39 
3.4.1 Generalidades........................................................................................... 39 
3.4.2 Epidemiologia.......................................................................................... 39 
3.4.3 Características clínicas............................................................................. 41 
3.4.3.1 Cardiopatia reumática crônica.................................................................. 43 
3.4.4 Patogênese................................................................................................ 44 
3.4.4.1 Estreptococo do grupo A (EGA).............................................................. 44 
3.4.4.2 Genética e Imunologia da FR e da CRC.................................................. 47 
3.4.4.3 Sistema complemento e febre reumática.................................................. 52 
4 CASUÍSTICA E MÉTODOS...................................................................... 55 
4.1 Pacientes........................................................................................................... 55 
4.2 Controles.......................................................................................................... 57 
4.3 Amostras de sangue........................................................................................ 58 




4.5 Extração de DNA genômico............................................................................ 58 
4.6 Genotipagem dos polimorfismos MBL2....................................................... 58 
4.6.1 PCR em tempo real.......................................................................................... 59 
4.6.2 PCR-SSP................................................. ......................................................... 61 
4.7 Genotipagem do polimorfismo MASP2....................................................... 64 
4.8 Análise estatística............................................................................................ 65 
5  RESULTADOS.............................................................................................. 67 
5.1 Genótipos MBL2 e concentrações séricas de MBL nos pacientes 
portadores de CRC e controles................................................................. 
 
67 
5.2 Genotipagem dos polimorfismos MBL2............................................................ 69 
5.2.1 Detecção dos alelos A, B, C e D da região éxon 1................................... 70 
5.2.2 Detecção dos alelos X/Y da região promotora.......................................... 71 
 viii 
5.3 Frequências dos alelos A, B, C, D e X/Y em pacientes e controles........... 72 









5.3.3 Pacientes com CRC vs controles.............................................................. 74 




5.3.5 Pacientes com história de FR sem cardite vs controles............................ 78 
5.3.6 Relação dos genótipos MBL2 e as características clínicas dos pacientes 
com FR sem CRC........................................................................................... 
 
81 
5.4 Genotipagem do polimorfismo D120G de MASP2........................................... 82 
6 DISCUSSÃO.................................................................................................. 84 
7 CONCLUSÕES....................................................................................... 96 



























ANEXO 3 PROTOCOLO PARA EXTRAÇÃO DE DNA............................ 119 
ANEXO 4 PLANILHA PARA ANÁLISE ESTATÍSTICA........................... 121 





























































FIGURA 3 - IMAGEM CRISTALOGRÁFICA DA REGIÃO DE 
RECONHECIMENTO DE CARBOIDRATOS 
(CRD) E DA REGIÃO DO PESCOÇO DA SUB-










FIGURA 4 - OLIGOMERIZAÇÃO DA PROTEÍNA MBL 
 
................. 15 
FIGURA 5 - REPRESENTAÇÃO DA ATIVAÇÃO DO 









FIGURA 6 - CARACTERÍSTICAS DO GENE  MBL2 
 
................. 18 
FIGURA 7 - CONCENTRAÇÔES SÉRICAS DE MBL DE 
ACORDO COM O GENÓTIPO ESTRUTURAL E 








FIGURA 8 - REPRESENTAÇÃO DAS FUNÇÕES 












FIGURA 10 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DOS 






FIGURA 11 - ATIVAÇÃO DA MASP-2 
 
................. 35 
FIGURA 12 - REPRESENTAÇÃO DOS POLIMORFISMOS 






FIGURA 13 - LESÃO DA ESTENOSE MITRAL REUMÁTICA 
 
................. 43 
FIGURA 14 - ESTRUTURA DO EGA 
 
................. 46 
FIGURA 15 - ESTRUTURA DA PROTEÍNA M DO EGA ................. 47 
 xi 
 


















FIGURA 18 - REPRESENTAÇÃO METODOLOGIA  TAQMAN®  
 
................. 60 
FIGURA 19 - PERFIS ELETROFORÉTICOS PARA OS 
POLIMORFISMOS DO ÉXON 1 DO GENE MBL2 








FIGURA 20 - PERFIS ELETROFORÉTICOS PARA OS 
POLIMORFISMOS DA REGIÃO PROMOTORA 








FIGURA 21 - PADRÃO ELETROFORÉTICO PARA O  
POLIMORFISMO  D120G DO GENE MASP2 








FIGURA 22 - RELAÇÂO ENTRE AS CONCENTRAÇÕES 






FIGURA 23 - GENOTIPAGEM DE MBL2 ULTILIZANDO 









FIGURA 24 - GENOTIPAGEM DE MBL2 ULTILIZANDO 









FIGURA 25 - FREQUÊNCIA DOS INDIVÍDUOS QUANTO AO 

















LISTA DE QUADROS 
 
 
QUADRO 1 - FUNÇÕES FISIOLÓGICAS DO COMPLEMENTO 
 
.................  7 







QUADRO 3 - CRITÉRIOS DE JONES MODIFICADOS PARA O 






QUADRO 4 - COMPONENTES DO EGA QUE APRESENTAM 







QUADRO 5 - PRIMERS ULTILIZADOS NAS REAÇOES PCR-






QUADRO 6 - PRIMERS ULTILIZADOS NAS REAÇOES PCR-






QUADRO 7 - PROGRAMAS DE PCR-SSP UTILIZADOS NA 









































TABELA 2 - FREQUÊNCIA DOS HAPLÓTIPOS DO MBL2 EM 
DIFERENTES POPULAÇÕES, E FREQUÊNCIA 








TABELA 3 - FREQUÊNCIA DE HAPLÓTIPOS 
COMBINADOS E CONCENTRAÇÃO SÉRICA 













TABELA 5 - CARACTERÍSTICAS DEMOGRÁFICAS DOS 









TABELA 6 - CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DOS 
PACIENTES CARIOPATIA REUMÁTICA 
CRÔNICA (CRC) E CARDIOPATIA 











TABELA 7 - CARACTERÍSTICAS DEMOGRÁFICAS DOS 
PACIENTES E CONTROLES ULTILIZADOS NO 











TABELA 8 - CONCENTRAÇÕES SÉRICAS DE MBL EM 






TABELA 9 - FREQUÊNCIAS GENOTÍPICAS E ALÉLICAS 
PARA O ÉXON 1 E REGIÃO PROMOTORA DO 








TABELA 10 - POLIMORFISMO DO ÉXON 1 E DA REGIÃO 
PROMOTORA X/Y DE MBL2, EM PACIENTES 
COM HISTÓRIA DE CARDITE REUMÁTICA 











TABELA 11 - POLIMORFISMO DO ÉXON 1 E REGIÃO 









TABELA 12 - CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DOS 
PACIENTES PORTADORES DE CRC EM 
















POLIMORFISMO DO ÉXON 1 E REGIÃO 
PROMOTORA X/Y, EM PACIENTES COM 










TABELA 14 - POLIMORFISMO DO ÉXON 1 E REGIÃO 
PROMOTORA X/Y DO GENE MBL2 EM 











TABELA 15 - FREQUÊNCIA DOS GENÓTIPOS MBL2 EM 
RELAÇÃO ÀS CARACTERÍSTICAS E ÀS 
MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS DOS PACIENTES 











TABELA 16 - CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DOS 






TABELA 17 - POLIMORFISMO DO GENE MASP2 EM SUB-





















LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
 
ANVISA - Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
AOPP - Advanced Oxidation Protein Products 
AR - Artrite reumatóide 
ASO - Antiestreptolisina O 
Ca++ - Cálcio 
CR - Receptor de complemento 
CRA - Cardite reumática aguda 
CRC - Cardiopatia reumática crônica 
CRD - Domínio de reconhecimento de carboidratos 
CRP - Proteína C-reativa 
DM - Diabetes mellitus 
DNA - Ácido desoxirribonucleico 
EDTA - Ácido etileno diamino tetracético 
EGA - Estreptococo do grupo A 
FR - Febre reumática 
HLA - Human Leukocyte Antigens 
IC - Intervalo de confiança 
Ig - Imunoglobulina 
IL - Interleucina 
LES - Lúpus Eritematoso Sistêmico 
MASP - MBL-associated serine protease 
MBL - Mannan-binding lectin 
NK - Natural killer 
OR - Odds ratio 
PCR - Reação em cadeia da polimerase 
PCR-RFLP - Restriction fragment length polymorphism PCR – polimorfismo do 
comprimento dos fragmentos de restrição 
 xvi 
PCR-SSP - Sequence-specific primer PCR – PCR com primer de sequência 
específica 
RANTES - Quimiocina Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed and 
Secreted  
RNA - Àcido ribonucléico 
SP - Proteína surfactante 
SUS - Sistema Único de Saúde 
Taq - Thermus aquaticus 
Tm - Melting temperature (temperatura de fusão) 
TNF - Fator de necrose tumoral 
UFPR - Universidade Federal do Paraná 
UV  - Ultravioleta 
VHS - Velocidade de hemossedimentação 
 
